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(54) Tide: METHOD FOR PREPARING BONE MATERIAL 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR PRAPARATION VON KNOCHENMATERIAL 
(57) Abstract 

The invention relates to a method for preparing bone material. According to said method, the demoralized bone material is subjected 
to an £^ teuton and an extraction of its cellular components while at the same time its osteomducUve matrix proteins are 
manned I To this end, the bone material is incubated in a phosphate buffer solution in combination with a mixture of enzyme inh.bitors. 
The dwelling time in the buffer solution does not exceed 24 hours. 

(57) Zusammenfassung 

Bei einem Verfahren zur Preparation von Knochenmaterial wird das demineralisierte Knochenmaterial einem autolytischen Abbau 
sowie einer Extraktion seiner zellularen Komponenten unterworfen unter gleichzeitiger Erhaltung seiner osteoinduktiven Matrixproteme. 
^^TdSnkubation in einer Phosphatpufferiosug in Kombination mit einer Mischung aus Enzyminmbitoren erreicht, wobei die 
Verweilzeit in der PufTerldsung 24 Stunden nicht uberschreitet. 
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Verfahren zur Preparation von Knochenmaterial 

5 

Die Erfindung bezieht sich auf die Preparation und Gewinnung von demi- 
neralisiertem Knochenmaterial, das zur Wiederherstellung bei knochernen 
Defekten in der Chirurgie geeignet ist. 

10 

Die Verwendbarkeit demineralisierten Knochenmaterials ist bereits be- 
kannt. 1965 beschrieb M. R. Urist das osteoinduktive Potential von demi- 
neralisiertem Knochen nach intramuskularer Implantation im Tierexperi- 
ment. Dieses Knochenmaterial enthalt eine oder mehrere osteoinduktiv 
15 wirksame Substanzen wie z.B. die sogenannten bone morphogenetic pro- 
teins (BMPs), die eine Knochenregeneration in einem knochernen Defekt 
stimulieren konnen (Lit. Urist, M.R.: Bone Formation by Autoinduction. 
Science 150: 893,1965.). 

20 Eine Verbesserung dieses osteoinduktiven Knochenmaterials wurde iiber 
die Jahre hinweg schrittweise erreicht. Durch die Erkenntnis, daiS eine im 
phosphatgepufferten Medium gefuhrte Aktivierung von endogenen Kno- 
chenenzymen, die einen Abbau von osteoinduktiven Proteinen bewirken, 
durch verschiedene Enzyminhibitoren wie Natriumazid, Jodessigsaure, 

25 Jodacetamid, N-Ethylmaleinimid, Phenylmethyl-sulfonyinuorid und p- 
Chlorquecksilberbenzoat, unterdriickt werden kann, ohne gleichzeitig die 
Autolyse von Knochenzellen zu beeintrachtigen, fuhrte schliefilich zu ei- 
nem speziellen Herstellungsverfahren, mit dem ein sogenannter AAA- 
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Knochen, ein autolysierter, Antigen extrahierter, allogener Knochen, pra- 
pariert werden konnte (vgl. Kubler N., et al., J.Oral MaxiUofac. Surg., 51: 
1346-1357, 1993.)- Dieser AAA-Knochen hat bei gleichzeitig reduzierter 
Allo-Antigenitat osteoinduktive Eigenschaften. Die Reduzierung der anti- 
genen Eigenschaften wird durch Behandlung der zellularen Bestandteile 
durch Autolyse sowie deren Extraktion mit Chloroform-Methanol erreicht. 
Hierbei wird Knochenmaterial, das einem Verfahren zur Herstellung als 
AAA-Knochen unterzogen wird, aus Verstorbenen gewonnen. 

Die Gewinnung des Ausgangsmaterials fur das demineralisierte Kno- 
chenmaterial aus Verstorbenen ist durch den Einflufi von nach dem Tode 
einsetzenden Zersetzungsvorgangen beschrankt. Diese Autolyse setzt un- 
mittelbar post mortem ein und zerstort die fur die beabsichtigte Wirkung 
des Ersatzmaterials erforderlichen Wirksubstanzen im entnommenen 
Knochen. Eine Gewinnung von geeignetem Knochen ist damit bislang nur 
unmittelbar bzw. wenige Stunden post mortem moglich, wie z.B. aus Mul- 
tiorganspendern. Die Zahl an Multiorganspendern ist sehr gering und er- 
laubt keine Gewinnung von Ausgangsmaterial fur Material im Sinne der 
Erfindung mit dem Zwecke einer zuverlassigen und gesicherten Versor- 
gung von Chirurgen. Andere Verstorbene kommen dariiber hinaus als 
Spender praktisch nicht in Frage, da das Einholen einer Erlaubnis zur 
Gewebeentnahme innerhalb des kurzen Zeitfensters fur eine Gewebeent- 
nahme nicht moglich ist. Es konnte jedoch gezeigt werden, dafi die Kon- 
zentration und die Wirksamkeit der das Knochenwachstum stimulieren- 
den Substanzen unter bestimmten Umstanden bis zu 24 Stunden post 
mortem erhalten bleibt und dadurch eine Entnahme sowohl aus himtoten 
Spendem wie aus normal Verstorbenen moglich ist. 



WO 00/25839 



PCT/EP99/08056 



3 

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein verbessertes Verfahren 
zur Preparation von Knochenmaterial zu schaffen, das den Heilungspro- 
zefi nach einer Implantation beschleunigt. 

5 Die Losung dieser Aufgabe erfolgt durch die Merkmale des Anspruchs 1 
und insbesondere dadurch, daS die Verweilzeit des Knochenmaterials in 
der Pufferlosung 24 Stunden nicht uberschreitet. Uberraschenderweise 
hat sich namlich herausgestellt, dafi die bislang als vorteilhaft angesehene 
Verweilzeit von 72 Stunden weder erforderlich noch vorteilhaft ist, um das 

10 Knochenmaterial zu praparieren und um die fur den Heilungsprozefi we- 
sentlichen BMPs zu erhalten. Mit dem erfmdungsgemafien Verfahren wird 
die Vertraglichkeit des Knochenmaterials im lebenden Gewebe des Emp- 
'fangers des Knochenimplantates verbessert und die Wirksamkeit bzw. 
Freisetzung der im knochernen Trager enthaltenen Substanzen, die eine 

15 Knochenregeneration in einem Knochendefekt stiiriulieren konnen, werden 
verbessert, wodurch eine beschleunigte Heilung erreicht wird. 

Erfmdungsgemafi bleibt die naturlichen Knochensubstanz als Trager der 
Wirkstoffe und als Gerustsubstanz zum biomechanisch korrekten Einbau 
20 weitgehend erhalten. Die vorliegende Erfindung verbessert die Behandlung 
des Leichenknochens jedoch derart, dafi bestimmte Behandlungsschritte 
verkiirzt und damit der Zeitverlauf des Abbaus der biologisch aktiven In- 
haltsstoffe im Knochen vermindert werden. 

25 ErfindungsgemaS besitzen die das Knochenwachstum stimulierenden, 
naturlichen Substanzen, die aus der Gerustsubstanz des erfindungsge- 
mafi behandelten Knochens erhalten werden, eine erhohte Wirksamkeit 
gegenuber dem bisherigen Verfahren. Der Nachweis der verbesserten 
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Wirksamkeit erfolgt durch eine Implantationstest mit Ratten. Die Implan- 
tation des erfindungsgemafi behandelten Knochens in die Muskulatur von 
Ratten fuhrt zur Erzeugung von Knochen- und Knorpelvorlauferzellen so- 
wie zur Bildung von ausdifferenzierten Knochen- und Knorpelzellen. Die 
5 Bildung dieser Zellen ist semi-quantitativ auswertbar und ist durch die 
Menge bzw. durch den zeitlichen Anstieg der alkalischen Phosphataseak- 
tivitat ein Mafi fur die Aktivitat der biologischen Inhaltsstoffe. 

Weiter bleibt erfindungsgemafi die naturliche Knochensubstanz erhalten, 
10 die vom Empfangerorganismus als vertraglich erkannt wird und im Ver- 
laufe der Einheilung in korpereigenes Gewebe umgebaut wird. Ein we- 
sentliches Element der Erfindung besteht dabei darin,' dafi die Chemikali- 
en zur Bearbeitung des Ausgangsmaterials biologisch nicht storen und die 
Einheilung nicht behindern. 

15 

Gemafi der Erfindung bewirken die eingesetzten Chemikalien zur Demine- 
ralisierung der Gerustsubstanz und zur Extraktion der zellularen Be- 
standteile gleichzeitig eine chemische Sterilisation, so dafi eine akziden- 
telle Kontamination des Knochens durch Mikroben, entstanden im Ver- 

20 laufe der Knochenentnahme oder wahrend des Herstellungsverfahrens, 

durch das Behandlungsverfahren selbst beseitigt wird. Die Gewinnung des 
Knochens aus dem Leichenspender innerhalb einer 24-stundigen Frist 
erfolgt unter aseptischen Bedingungen. Damit kann eine Verkeimung 
durch Sporen im Spendergewebe ausgeschlossen werden. Eine Verkei- 

25 mung durch vegetative Keime, wie sie in einem nachfolgenden Bearbei- 
tungsverfahren zufallig oder durch nicht steril / aseptisch gefuhrte Ar- 
' beitsgange erfolgen kann, wird durch die verfahrensgemafie Anwendung 
der eingesetzten Chemikalien beseitigt. Eine terminale Sterilisation wie 
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z.B. durch Hitze oder Gas, wie sie zur Herstellung anderer pharmazeuti- 
scher Produkte eingesetzt wird, ist nicht obligatorisch, so dafi die Inhalts- 
stoffe des demineralisierten Knochens vollstandig erhalten werden kon- 
nen. 

5 

Vorteilhafte Ausfuhrungsformen der Erfindung sind in der Beschreibung 
und in den Unteranspriichen beschrieben. 

So betragt bei einer ersten vorteilhaften Variante des erfindungsgemaSen 
10 Verfahrens die Venveilzeit nicht mehr als 10 Stunden, vorzugsweise etwa 
6 Stunden. Durch eine solche, im Vergleich zum Stand der Technik dra- 
stisch reduzierte Venveilzeit in der Pufferlosung wird die biologische Akti- 
vitat des erhaltenen Knochenmaterials deutlich gesteigert, ohne dafi es 
jedoch erforderlich oder vorteilhaft ware, eine erhohte Konzentration an 
1 5 Enzyminhibitoren zuzugeben . 

Auch ist es vorteilhaft, wenn der Demineralisierung eine Entfettung vor- 
ausgeht. Hierbei ist jedoch eine Mischung aus Chloroform und Methanol 
als verwendetes Losungsmittel physiologisch bedenklich, da bereits gerin- 

20 ge Riickstande das Einheilungsverhalten beeintrachtigen konnen und 
daruber hinaus die Verwendungsmoglichkeit von Chloroform in einem 
pharmazeutischem Herstellungsverfahren aus arbeitsschutzrechtlichen 
Griinden mit erheblichen Beschrankungen verbunden ist. Der Ersatz des 
vorbekannten Entfettungsmittelgemisches Chloroform / Methanol durch 

25 andere Entfettungsmittel, z.B. Methanol allein, Chloroform allein, Ethanol 3 
Ather, Azeton und andere Niedrigsieder und Gemische daraus bevorzugt 
Ather, ermoglicht eine verbesserte, nickstandsfreie Entfernung aus dem 
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Knochengewebe und eine verbesserte Vertraglichkeit des Knochenersatz- 
materials. 

Besonders vorteilhaft ist es ferner, wenn das erhaltene Knochenmaterial 
5 am Ende der Prozefifolge einer Gamma-Sterilisation unterworfen wird, da 
hierdurch ohne Einflu& auf die biologische Aktivitat eine Sterilisierung des 
Materials erfolgen kann. 

Nachfolgend wird die vorliegende Erfindung beispielhaft anhand einer 
10 vorteilhaftenAusfiihrungsvariante beschrieben. 

Bei dem erfmdungsgemafien Verfahren zur Preparation von Knochenma- 
terial sowie der Herstellung von knochernen Defekten in der Chirurgie 
wird zunachst humaner, kortikaler Knochen, z.B. vom Fenrur, Tibia, Hu- 

15 merus oder kortikaler Knochen des Beckenkamms sowie des Craniums 
von geeigneten Spendern unter sterilen Bedingungen innerhalb von 6 
Stunden post mortem und bei -80°C gelagert. Der gefrorene Knochen wird 
zur Bearbeitung in sterilem Wasser mit 2 mmol/1 Natriumazid aufgetaut. 
Das Natriumazid dient als Enzyminhibitor um einen Abbau der osteoin- 

20 duktiven Knochenmatrixproteine zu unterbinden. Die Knochenenden bzw. 
Gelenkansatze werden entfernt und der Knochen wird befreit von anhaf- 
tendem, nicht ossarem Gewebe und eventuell vorhandenes Knochenmark 
wird entfernt. Fur Zwischenlagerungen wahrend dieses Vorgangs wird der 
Knochen in destilliertem Wasser mit 2 mmol/1 Natriumazid, 2 mmol/1 N- 

25 Ethylmaleinimid und 0,1 mmol/1 Benzamidin-Hydrochlorid bei 4°C gela- 
gert und auf diese Weise eine enzymatische Aktivitat unterbunden. Alter- 
nate kann die Lagerung beispielsweise auch in 10 mmol/1 Natriumazid 
und 3mmol/l N- Ethylmaleinimid bei 4°C erfolgen. 
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Anschliefiend erfolgt eine Entfettung in einem Chloroform /Methanol- 
Gemisch (1:1) bei Raumtemperatur liber etwa 4 Stunden. 

5 Nach einer Verdampfungszeit (Evaporierungszeitraum) von etwa 1 Stunde 
wird der Knochen zur Demineralisation in 0,6 mol/1 Salzsaure bei 4°C 
eingelegt. Der Grad der Demineralisation ist abhangig von der Zeitdauer 
und dem Verhaltnis zwischen dem mineralischen Gewicht und dem Volu- 
men der Salzsaure. Dauer der Salzsaurebehandlung und damit Grad der 

10 Demineralisation liegen zwischen wenigen Stunden fur eine Oberflachen- 
demineralisierung und bis zu 30 Stunden fur eine vollstandige Deminera- 
lisation. Dabei lost die Salzsaure auch saurelosliche Piroteine heraus wie 
Knochen-Sialoprotein, Osteopontin, Osteonectin, Osteocalcin, und 
Thrombospondin. Die Behandlung mit Salzsaure ermoglicht die Diffusion 

15 der BMPs in das Empfangergewebe post implantauonem und erleichtert 
Osteoinduktion und Resorption durch Makrophagen und Osteoklasten. 

Nach der Demineralisation wird der Knochen erneut einer Sauberung auf 
eventuelle Gewebereste auf der Knochenoberseite unterzogen und in ste- 

20 rilem, destilliertem Wasser bei 4°C fur 30 - 60 Minuten gewaschen. Durch 
Inkubation in 0,1 mol/1 Phosphat-Puffer, pH 7,4, mit 3 mrnol/1 N- 
Ethylmaleinimid und 10 mmol/1 Natriumazid zur Erhaltung der osteoin- 
duktiven Matrixproteine wird ein autolytischer Abbau der Knochenzellen 
durchgefuhrt. Die Behandlung erfolgt bei 37°C unter Schutteln uber etwa 

25 6 Stunden in einem Wasserbad. Ein Wechsel der Pufferlosung kann erfol- 
gen. Anschliefiend wird der Knochen in sterilem, deionisiertem Wasser fur 
2 bis 4 Stunden bei 4°C geriihrt. Das Wasser wird fur diesen Vorgang 
zweimal gewechselt. 
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Es folgt eine Schrumpfung der Kollagenfibrillen und die Extraktion 
hochmolekularer Proteoglykane mittels 6 mol/1 Lithiumchlorid sowie die 
Extraktion von Protein-Polysacchariden mit geringem Molekulargewicht 
5 wie Biglykanen, Dekorin, Fibromodulin etc. durch 0,3 mol/1 Calciumchlo- 
rid. Die Losung enthalt 3 mmol/1 Natriumazid und die Extraktion wird 
uber 24 Stunden bei 4"C durchgefuhrt. 

Der Knochen wird anschliefcend in sterilem destillierten Wasser fur 12 
10 Stunden bei 4°C gewaschen, wobei ein mehrfacher Wasserwechsel durch- 
gefuhrt wird. Lipide sowie Lipoproteine der Zellmembran werden uber 24 
Stunden mittels einer 1:1 Mischung aus Chloroform-Methanol extrahiert. 
Ein zusatzlicher Effekt dieser Behandlung besteht in der Inhibition sowie 
Extraktion endogener, BMPs abbauender Enzyme. Nach AbgieSen der 
15 Chloroform-MethanoUosung wird der Knochen unter sterilen Bedingungen 
getrocknet. Schliefclich wird der Knochen wiederum mit sterilem, deioni- 
sierten Wasser fur 4 Stunden bei 4°C gewaschen und anschliefcend tief- 
gefroren und danach fur 10 Tage lyophilisiert und schliefclich steril ver- 
packt. Hieran kann sich noch eine Gamma-Sterilisation anschliefcen. 

20 

In Stichworten gestaltet sich das erfindungsgemafie Herstellungsverfahren 
far Knochenstucke wie folgt: 

1 Bei -80°C tiefgefroren gelagerten Knochen in Aqua dest. mit 2,0 mM 
25 Natriumazid auftauen. 

2 Knochenenden entfernen. 

3 Knochen von Weichgeweben befreien. 

4 Knochenstucke mittels Kiirette von Knochenmark befreien. 
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5 Knochen in gewunschte Grofie sagen. 

6 Knochen mit starkem, kaltem Wasserstrahl von Knochenmark be- 
freien, Knochen nicht austrocknen lassen, in Aqua dest, 4°C, mit 
2,0 mM Natriumazid 2,0 mM N-Ethylmaleinimid und 0,1 mM 

5 Benzamidin-HCl lagern. 

7 Entfetten durch ein Bad in Chloroform/ Methanol 1: 1 bei RT, 4 h. 

8 Evaporieren fur ca 1 h. 

9 Demineralisierung mit 0,6 M HC1 bei 4°C fur 2 bis 16 h je nach ge- 
wunschtem Demineralisierungsgrad (am nachsten Tag Rontgen- 

10 kontrolle). 

10 Oberste Schicht des demineralisierten Knochens und noch anhaf- 
tendes Weichgewebe entfernen. 

1 1 Waschen mit Aqua dest. bei 4°C fur 1 h. 

12 Knochen fur 6 h in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4 mit 3,0 mM N- 
15 ethylmaleinimid und 10,0 mM Natriumazid bei 37°C im Wasserbad 

inkubieren. 

13 Mit Aqua dest, fur 2-4 h bei 4°C waschen und das Aqua dest. zwei- 
mal wechseln. 

14 Fur 24 Std mit 6.0 M LiCl/0,3 M CaCh mit 3,0 mM Natriumazid bei 
20 4°C inkubieren. 

15 Mit Aqua dest. 12 bis 24 h bei 4°C waschen und das Aqua dest. 
mindestens zweimal wechseln. 

16 Abtoten von Keimen und Sporen durch Desinfektion bzw. Chemo- 
Sterilisation sowie Extraktion zellularer Abbauprodukte mittels 

25 Chloroform/ Methanol (1:1) bei Raumtemperatur fur 24 h. 

17 Evaporieren fur ca. 2-3 h. 

18 Mit sterilem Aqua dest. fur 4 h bei 4 °C waschen, das Wasser zwei- 
mal wechseln. 



* 
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19 Lyophilisieren fur 10 Tage; anschliessend Sterilproben prufen. 

20 Knochenstucke steril verpacken. 

21 Eventuell Sterilisierung mittels Gamma- Sterilisation bei 3 MRad. 

Es sei darauf hingewiesen, dafi die oben genannten Schritte 10 bis 18 
grundsatzlich in ihrer Reihenfolge vertauscht werden konnen. 

Ein Herstellungsverfahren fur Knochenpulver gestaltet sich gernafi der Er- 
findung wie folgt: 

1 Knochen in Aqua dest. Mit 2,0 mM Natriumazid (0,13 g auf 1 1) 
auftauen. 

2 Knochen von Weichgewebe befreien. 

3 Knochen in kleine Stucke sagen. 

4 Knochenstucke von Knochenmark befreien xind unter kaltem Was- 
ser nochmals saubern. 

5 Knochen nicht austrocknen lassen, in Aqua dest, 4°C, mit 10,0 niM 
Natriumazid 3,0 mM N-Ethylmaleinimid lagern. 

6 Mit der Knochenmuhle unter Verwendung von flussigem Stickstoff 
grob mahlen (ca. 2,0 mm Korngrofie). 

7 Entfetten durch ein Bad in Chloroform/ Methanol 1:1 bei RT, fur 1 
bis 4 h. 

8 Evaporieren fur ca 1 h. 

9 Auf die gewunschte Grofie (ca 0,5 mm KorngroSe) mahlen unter 
Kiihlung, z.B. durch flussigen Stickstoff. 

10 Demineralisierung mit 0.6 N HC1 bei 4°C iiber Nacht (am nachsten 
Tag Rontgenkontrolle). 

1 1 Waschen mit Aqua dest. bei 4° C fur 1 h. 
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12 Pulver fur 6 Stunden in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4 mit 3,0 mM 
N-ethylmaleinimid und 10,0 mM Natriumazid bei 37° C im Wasser- 
bad inkubieren. 

13 Mit Aqua dest. 10 mM Natriumazid und 3,0 mM N-Ethylmaleinimid 
5 fur 4 h bei 4°C waschen und das Aqua dest. zweimal wechseln. 

14 Fur 24 h mit 6,0 M LiCl /0,3 M CaCb mit 3,0 mM Natriumazid bei 
4°C inkubieren. 

15 Mit Aqua dest. 10 mM Natriumazid und 3,0 mM N-Ethylmaleinimid 
den ganzen Tag bei 4°C waschen und Aqua dest. mindestens zwei- 

10 mal wechseln. 

16 Abtoten von Keimen und Sporen durch Desinfektion bzw. Chemo- 
Sterilisation sowie Extraktion zellularer Abbaupfpdukte mittels 
Chloroform / Methanol ( 1 : 1) bei Raumtemperatur fur 24 h. 

17 Evaporieren fur ca 1 h. 

15 18 Mit sterilem Aqua dest. fur 1 h bei 4° C waschen. 

1 9 Lyophilisieren. 

20 Nach 10 Tagen Sterilproben prufen. 

2 1 Pulver steril verpacken. 

22 Eventuell Sterilisierung mittels Gamma-Sterilisation bei 3 MRad. 

20 

Auch hier sind die oben genannten Schritte 11 bis 18 grundsatzlich in ih- 
rer Reihenfolge vertauschbar. 

Die nachfolgenden Tabellen zeigen den EinfluiS verschiedener Verfah- 
25 rensparameter auf die Osteoblastenaktivitat (alkalische Phosphatase (APj). 

Tabelle 1A zeigt die Abhangigkeit der Osteoblastenaktivitat (alkalische 
Phosphataseaktivitat (AP)) nach 10- bzw. 15- tagiger Implantation sowie 
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der osteoinduktiven Potenz nach 4-wochiger heterotroper, d.h. intramus- 
kularer Implantation in Ratten von der Expositionsdauer des AAA- 
Knochens gegenuber Phosphatpuffer in Kombination mit den genannten 
En2yminhibitoren (3,0 mmol/1 N-Ethylmaleinimid und 10 mmol/i Natriu- 
mazid bei 37°C) wahrend der Autolyse: 
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Wie Tabelle 1A zeigt, wirkt sich eine iiber 6 Stunden hinausgehende Ein- 
wirkzeit in der Phosphatpufferlosung nicht vorteilhaft auf die Osteobla- 
stenaktivitat aus. Zudem kann durch eine Verringerung der bislang ge- 
wahlten Einwirkzeit von 72 Stunden auf 6 Stunden eine Steigerung der 
Osteoblastenaktivitat auf das iiber 6-fache erzielt werden (nach 15-tagiger 
Implantation). 

Tabelle IB zeigt die Abhangigkeit der Osteoblastenaktivitat (alkalische 
Phosphatase (AP)) nach 10- bzw. 15-tagiger Implantation sowie der osteo- 
induktiven Potenz nach 4- wochiger heterotroper, d.h. intramuskularer 
Implantation in Ratten von der Expositionsdauer des AAA-Knochens ge- 
genuber der neutralen Phosphatpufferlosung in Kombination mit unter- 
schiedlichen Konzentrationen an Enzyminhibitoren: 
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Wie Tabelle IB zeigt, wird die Osteoblastenaktivitat durch eine erhohte 
Konzentration an Enzyminhibitoren wahrend der Autolyse in neutraler 
Phosphatpufferlosung nicht gesteigert. Auch wirkt sich eine uber 6 Stun- 
den hinausgehende Einwirkzeit in der Phosphatpufferlosung nicht positiv 
auf die Osteoblastenaktivitat (nach 15-tagiger Implantation) aus. 

Tabelle 2 zeigt den EinfluS von Losungsmittelgemischen, eingesetzt zur 
Entfettung und Chemosterilisation, auf die Osteoblastenaktivitat 
(alkalische Phosphatase (AP) und Osteoinduktion) nach 4-w6chiger he- 
terotroper, d.h. intramuskularer Implantation in Ratten sowie der Chon- 
droinduktion nach 14-tagiger Einwirkung auf neonatale Rattenmuskula- 
tur in vitro: 
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Chondroinduktion in vitro 
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18.2 ±4.7 (5) 


Chemosterilisation 24 h 
mit 50% Methanol und 
50% 


Chloroform 


Ace ton 


Ather 



WO 00/25839 



PCT/EP99/08056 



20 - 

Anspruche 



1 . Verfahren zur Preparation von Knochenmaterial zur Wiederher- 
stellung von knochernen Defekten in der Chirurgie, umfassend 
folgende Schritte: 

Demineralisieren von vorzugsweise kortikalem 
Knochenmaterial, 

autolytischer Abbau der Knochenzellen des 
demineralisierten Knochenmaterials unter Erhaltung der 
osteoinduktiven Matrixproteine durch Waschen in einer 
Phosphatpufferlosung unter Zufuhrung von Enzym- 
inhibitoren, 
dadurch gekennzeichnet, daS 
die Verweilzeit in der Pufferlosung 24 Sttmden nicht uber- 
schreitet 



2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

die Verweilzeit nicht mehr als.etwa 10 Stunden, vorzugsweise 

etwa 6 Sttinden betragt 

3. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafe 

der Demineralisierung eine Entfettiang, vorzugsweise unter Ver- 
wendung einer Methanolmischung, vorausgeht. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

sich an die Demineralisierung eine Chemosterilisation, vor- 
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zugsweise unter Verwendung einer Methanolmischung, an- 
schliefit. 



5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

die Methanolmischung neben Methanol Ather oder Chloroform 
aufweist. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, da& 

das erhaltene Knochenmaterial einer Gamma-Sterilisation un- 
terworfen wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

das Knochenmaterial vor der Demineralisierung unter Verwen- 
diang von flussigem Stickstoff zu Pulver gemahlen wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

das Knochenmaterial vor der Demineralisierung ohne Erhitzung 
uber 40°C zu Pulver gemahlen wird. 

9. Knochenmaterial, erhaltlich durch ein Verfahren nach 
zumindest einem der vorstehenden Anspriiche. 
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